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SAMMANFATTNING 
Enligt en erkänd hypotes, mutant selection window hypothesis, uppstår och 
upprätthålls antibiotikaresistens hos bakterier endast då antibiotikakoncentrationerna 
ligger över minimum inhibitory concentration (MIC)-värdet för en känslig, omuterad 
population. Det här skulle innebära att de låga antibiotikakoncentrationer man finner i 
miljön inte borde bidra till att upprätthålla resistens. Redan subinhibitoriska 
antibiotikakoncentrationer har dock visat sig ha effekt på bakterier genom att t.ex. öka 
mutationsfrekvensen hos bakterier, selektera för resistenta mutanter och ge upphov till 
nya sådana. Syftet med den här studien var att undersöka om en selektion vid låga 
antibiotikakoncentrationer sker också in vivo. Som modelldjur användes gräsänder 
inhysta i försöksrum. Änderna inokulerades med en blandning av en 
ciprofloxacinkänslig respektive –resistent stam av Escherichia coli och utsattes sedan 
under ungefär två veckor för låga koncentrationer ciprofloxacin i sin vattenmiljö. 
Upprepade träckprov togs och proverna spreds på selektiva plattor varvid andelen 
ciprofloxacinresistenta kolonier av de ursprungligen inokulerade och i träcken 
utsöndrade bakterierna kunde bestämmas. Studien omfattade sju försöksomgångar 
med olika ciprofloxacinkoncentration i varje försöksomgång; 0, 10, 20, 32, 100 ng/ml 
samt 1 och 10 μg/ml.  I studien började det ske en selektion av ciprofloxacinresistenta 
bakterier vid ciprofloxacinkoncentrationen någonstans mellan 10 och 20 ng/ml.  
 
De koncentrationerna ligger över de man uppmätt i västerländska vattendrag, men 
under koncentrationer som uppmätts i Indien. Ciprofloxacin binder till sediment och 
jord och ackumuleras i växter. I vilt tillstånd utsätts alltså vattenfåglar som betar och 
söker föda i bottensediment, för högre koncentrationer än vad 
vattenkoncentrationerna indikerar. I studien användes stammar vars 
resistensmutationer uppkommit i labbmiljö och som innebar en kostnad för 
bakterierna.  I en naturlig situation är det troligt att kostnaden skulle kompenseras för, 
vilket talar för att en selektion av resistenta bakterier skulle ske vid lägre 
koncentrationer än vad som iakttogs i det här försöket. Antibiotika i miljön kan tänkas 
selektera för resistenta bakterier.  
  
 SUMMARY 
According to the mutant selection window hypothesis, antibiotic resistance in bacteria 
is selected for only when concentrations of antibiotics exceed the minimum inhibitory 
concentration (MIC) of a susceptible population. The low concentrations of 
antibiotics found in the environment would therefore not contribute to the occurence 
of resistance. How ever, subinhibitory concentrations of antibiotics have been shown 
to excert an effect on bacteria by e.g. increasing the mutation rate, selecting for 
resistant mutants and promoting the rise of new resistant mutants.  
In this study, the issue whether selection of resistant bacteria takes place at low 
concentrations of antibiotics also in vivo, was investigated using mallards as model 
animals. The mallards were inoculated by a mix of ciprofloxacin-resistant and –
sensitive Escherichia coli and exposed to low concentrations of ciprofloxacin in their 
water for approximately 2 weeks. Several fecal samples were obtained over the period 
and spread onto selective plates in order to determine the fraction of ciprofloxacin 
resistant E. coli as a proportion of the total count of inoculated bacteria shedded in the 
fecal sample. Seven rounds were performed, each with different concentrations of 
ciprofloxacin; 0, 10, 20, 32, 100 ng/ml and 1 and 10 μg/ml. Selection of 
ciprofloxacin-resistant E.coli was observed at concentrations of 20 ng/ml and higher. 
These concentrations exceed those measured in waters in the industrialized parts of 
the world, but are lower than measured concentrations in India. Ciprofloxacin binds to 
particles and sediments and accumulates in plants. Free-living mallards graze and 
explore the sediments in aquatic environments and, hence, they are exposed to 
significantly higher concentrations of ciprofloxacin than suggested by the 
concentrations found in the water. The resistance mutations of the strains in this study 
were selected for in vitro in a laboratory setting and conferred a fitness cost to the 
bacteria. In a natural in vivo-setting, it is likely that the fitness cost would be 
compensated for and eliminated, which suggests that selection of resistant bacteria 
would occur at lower concentrations than was the case in this study. Environmental 
concentrations of antibiotics are thus at risk of selecting for resistant bacteria. 
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INLEDNING  
Få personer kan ha undgått den ökande uppmärksamheten kring antibiotikaresistens 
hos bakterier och de problem som följer i dess kölvatten. I flera decennier har 
antibiotika varit en ovärderlig hjälp i behandlingen mot bakteriella infektioner, men 
oron över hur framtiden kommer att se ut ökar i takt med att forskningen kring nya 
sorters antibiotika minskar samtidigt som resistensen mot de befintliga ökar, vilket 
leder till att man allt oftare får ta till sistahandspreparat så som vancomycin, 
fluorokinoloner och karbapenemer (Levy, 2004). I sjukhusmiljöer har resistenta 
patogener ofta uppkommit bara ett fåtal år efter att ett nytt antibiotikum har börjat 
användas (Schmieder, 2012). World Economic Forum listar antibiotikaresistens som 
en av de största riskerna för mänskligheten (World Economic Forum, 2013).  
Frågeställningen i det här examensarbetet är huruvida man kan se en selektion av 
ciprofloxacinresistenta Escherichia coli (E. coli) hos gräsänder som utsätts för låga 
koncentrationer av ciprofloxacin i sin vattenmiljö.  
 
Bakgrund 
En hypotes om hur antibiotikaresistens uppstår genom mutationer är den s.k. mutant 
selection window (MSW) hypothesis, enligt vilken resistenta mutanter uppstår i en 
bakteriepopulation endast då antibiotikakoncentrationen är högre än denkoncentration 
som till 99 % förhindrar tillväxt av den känsliga populationen. Den koncentrationen 
utgör selektionsfönstrets undre gräns. Den övre gränsen, alltså den koncentration som 
inte selekterar för resistenta bakterier, är den antibiotikakoncentration där också de 
muterade, mest resistenta bakteriernas tillväxt upphör, d.v.s. MIC-värdet (minimum 
inhibitory concentration) för de muterade bakterierna, här kallat mutant prevention 
concentration (MPC). En tillämpning av den här teorin blir att doseringsregimen för 
patienter under behandling borde eftersträva så höga antibiotikakoncentrationer på 
infektionsstället att inte heller de resistenta mutanterna klarar av att föröka sig, d.v.s. 
att koncentrationen bör överstiga MPC. På det här sättet borde man undvika att 
resistens uppkommer. (Drlica, 2007)  
 
Det innebär att koncentrationer lägre än selektionsfönstrets undre gräns inte borde ha 
betydelse för uppkomsten av resistens och att koncentrationer lägre än 
selektionsfönstrets undre gräns i miljön alltså inte skulle selektera för resistens.  
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Flera studier visar emellertid att bakterier påverkas redan då de utsätts för 
subinhibitoriska antibiotikakoncentrationer, det vill säga också då det sker en tillväxt 
hos den känsliga bakteriestammen. Det handlar t.ex. om att uttrycket av 
kolonisationsfaktorer, mutationsfrekvensen, den intrakromosomala 
rekombinationsfrekvensen, nedregleringen av virulensgener och den s.k. horisontella 
genöverföringen (med hjälp av mobila genetiska element så som plasmider och 
integroner) kan öka (Varhimo 2008; Henderson-Begg, 2006; López, 2007; Deneve, 
2009; Lopez, 2009; Gillespie, 2005; Beaber, 2004; Fungtomc, 1993; Ohlsen 2003; 
Herold, 2005). Dessutom har en ny studie av Gullberg et al visat att nya resistenta 
mutanter faktiskt kan uppstå och att resistenta mutanterna i en i övrigt känslig 
population har en fördel i form av snabbare tillväxthastighet redan vid 
ciprofloxacinkoncentrationer så låga som 100 pg/ml, vilket motsvarade 1/230 av MIC 
för den känsliga populationen. Tidigare har det föreslagits att den kostnad det innebär 
för mutanterna att bära resistens skulle medföra att de klarar sig sämre i situationer 
med lågt antibiotikatryck och att deras känsliga motsvarigheter skulle ha en 
tillväxtfördel under sådana förhållanden. (Gullberg, 2011) 
 
En annan aspekt av antibiotika i låga koncentrationer är användandet av dessa som 
tillväxtbefrämjande tillsats i djurfoder i subterapeutiska koncentrationer. 
Verkningsmekanismerna är inte helt kända, men man tror att tunntarmens 
bakterieflora konkurrerar med djuret självt om näringsämnen och producerar toxiska 
substanser och att bakteriefloran hämmas av antibiotikatillsatserna. Andra teorier är 
att tillsatserna gör att tunntarmsepitelet förtunnas, vilket förbättrar upptaget av 
näringsämnen, liksom att substanserna hämmar påfrestningar från tarmkanalen på 
immunförsvaret (Jensen, 1998; Feighner, 1987; Krinke, 1996). Resultaten i flera 
studier indikerar att det finns ett samband mellan användandet av antibiotika i låga 
koncentrationer som fodertillsats och upp- och förekomst av resistens (Aarestrup, 
2000; Bager, 1997; Mirzaagha, 2011). Efter att antibiotika som tillväxtbefrämjare 
förbjöds i Danmark, kunde man se en minskning av resistens mot de aktuella 
preparaten, något som också talar för att det finns ett samband (Aarestrup, 2001). 
Sverige förbjöd antibiotika som tillväxtbefrämjande tillsats i djurfoder år 1986 och 
sedan år 2006 gäller samma förbud i hela EU (Bengtsson, 2006; European 
Commission, 2003). I många andra länder så som USA, är det dessvärre fortfarande 
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tillåtet och vanligt förekommande. I USA handlar det t.ex. om tillsatser som ger 
koncentrationer på 5-10 μg/g svinfoder för virginiamycin, 40-100 μg/g för tylosin och 
10-50 μg/g för oxytetracyklin (Jacela, 2009). 
 
Fitness och kostnad 
Med begreppet fitness hos bakterier avses en individs eller en genotyps förmåga att 
överleva och föröka sig (Andersson, 2010). Det är allmänt accepterat att det ofta 
innebär en kostnad (fitness cost) för bakterier att bära resistens mot antibiotika 
(Andersson, 2006 och 1999). Den här kostnaden uttrycks i t.ex. minskad tillväxt och 
virulens, och får genomslag först när bakterierna inte står under ett antibiotikatryck 
och de känsliga bakterierna således har en fördel. Det har föreslagits att 
antibiotikaresistens skulle kunna vara reversibel tack vare att en känslig population på 
grund av sin lägre fitness cost skulle konkurrera ut resistenta mutanter, om man 
upphörde med antibiotikaanvändningen. Dessvärre vet man numera att vissa 
resistensmutationer inte medför någon kostnad för bakterier, utan ibland rentav ger 
förbättrad fitness och att kostnader också kan kompenseras för genom mutationer. 
(Andersson, 2006) 
 
Fluorokinoloner 
Fluorokinoloner har använts i ungefär trettio år (Sayah, 2005). Inom 
veterinärmedicinen i Sverige uppgick år 2011 förskrivningen till 120 kg aktiv 
substans, att jämföras med siffran för bensylpenicillin och tetracykliner som låg på 
knappt 6700 kg respektive drygt 1000 kg (SVARM, 2012). Humanmedicinen 
förbrukade samma år drygt 3000 kg fluorokinoloner (SWEDRES, 2012). Siffrorna 
redovisar endast mängden aktiv substans som konsumerats och säger ingenting om 
antalet behandlingar. Förbrukningen har i Sverige minskat mer eller mindre gradvis 
inom de båda fälten under de senaste tio åren (SVARM 2012; SWEDRES, 2012). 
 
Åtta länder av 28 i Europa rapporterade in en signifikant ökning av andelen 
fluorokinolonresistenta humana kliniska E. coli- isolat under tiden 2007-2010. Bara i 
två länder sjönk andelen resistenta isolat signifikant. Av alla inrapporterade isolat var 
i medeltal 20,7% resistenta. (European Centre for Disease Prevention and Control, 
2011) 
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Ciprofloxacin är en andra generationens fluorokinolon och var år 2010 det femte mest 
förskrivna antibiotikumet i USA (Drug Topics, 2011). Läkemedlet utövar en 
baktericid effekt på ett brett spektrum av bakterier, främst gramnegativa men också 
många grampositiva. Inom humanmedicinen används den flitigt i behandlingen mot 
bl.a. urinvägsinfektioner (Lindgren, 2003). Vanliga fluorokinoloner inom 
veterinärmedicin är enrofloxacin och marbofloxacin (Kemper, 2008). 
 
Fluorokinoloners baktericida effekt består i att de förhindrar bakteriernas transkription 
och celldelning. Det sker genom att läkemedlet binder till och hämmar funktionen hos 
enzymerna topoisomeras IV och DNA-gyras, som tillhör gruppen topoisomeras II. 
(Drlica, 1997) Ciprofloxacinets effekt på E. coli beror i större utsträckning på att det 
hämmar DNA-gyras än topoisomeras IV, medan motsatt förhållande råder för 
grampositiva bakterier. (Hooper, 2000) 
 
Resistens mot fluorokinoloner uppkommer på två olika sätt hos E. coli; dels genom 
kromosomala mutationer, dels plasmidmedierat. Den senare typen av resistens kan 
spridas genom horisontell genöverföring och upptäcktes så sent som 1998 hos 
Klebsiella pneumoniae (Martinez-Martinez, 1998; Hooper, 1999). Mekanismen är 
dock mycket mera sällsynt än kromosomala mutationer. I en koreansk studie bar t.ex. 
enbart 5 % av E. coli-isolaten från ett sjukhus på gener som kodade för 
plasmidmedierad kinolonresistens. De generna var dessutom intressant nog inte 
associerade med ciprofloxacinresistens. (Jacoby, 2003) 
 
Utvecklingen av kromosomal resistens hos E. coli sker genom ackumulerade 
mutationer i flera gener. Dessa mutationer kan delas in i två olika klasser där den ena 
inbegriper gener som kodar för bakteriens DNA-gyras, så som gyrA och gyrB. 
Mutationer i dessa gener ger upphov till förändringar i enzymet och försämrar 
läkemedlets bindning till det. Den andra klassen omfattar mutationer som minskar 
läkemedelskoncentrationen i bakterien, genom att minska mängden transmembranella 
poriner som tillåter läkemedlet att komma in i cellen, eller genom att uppreglera 
uttrycket av effluxpumpar som för ut det ur cellen. (Hooper, 1999) 
 
Det förekommer även korsresistens, där resistensutvecklingen mot ett sorts 
fluorokinolon också medierar resistens mot en annan (RAF, 2010). Man har t.ex. i 
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Storbritannien sett att ciproflocaxinresistensen hos humanpatogena Salmonella spp 
ökade efter att man tillåtit användandet av enrofloxacin i veterinärmedicinen 
(Threlfall, 1997). 
 
Antibiotika i miljön 
Den första rapporten om antibiotika i miljön publicerades 1983. Sedan dess har det 
utvecklats allt känsligare metoder för att detektera även mycket låga koncentrationer 
av dessa ämnen. (Segura, 2009) 
 
Antibiotika hamnar i miljön på i huvudsak två sätt; dels genom att antibiotika som 
utsöndrats från behandlade patienter t.ex. på sjukhus och i privathushåll undgår 
nedbrytning i vattenreningsverk och följer med det renade vattnet ut i vattendrag och 
dels genom att det sker ett läckage från jordbruket, där antibiotika som administrerats 
i terapeutiskt, profylaktiskt eller tillväxtbefrämjande syfte utsöndras i träck och feaces 
och når miljön, t.ex. vid gödsling av åkermark.  
 
Fluorokinoloner är tillsammans med sulfonamider den grupp av antibiotika som 
längst persisterar i miljön, inklusive vattenmiljön (Huang, 2001). Syntetiska 
antibakteriella läkemedel bryts oftast ned sämre än naturliga som exempelvis 
betalaktamer, som snabbt elimineras av miljöbakterier (Kümmerer, 2004). 
Fluorokinoloner är mycket stabila i höga temperaturer och mot nedbrytning i miljön 
m.h.a. hydrolys, men fotolyseras av UV-strålning. Nedbrytningen sker långsammare i 
jord än i vatten, och läkemedlen förflyttar sig snabbt från vatten till sediment och 
binder till det (Pico, 2007). De försvinner från avloppsvattnet främst genom att de 
adsorberar och binder till partiklar i slammet och är motståndskraftiga mot 
bionedbrytning (Lindberg 2007; Li, 2010; Golet, 2003). En studie visade att 
ciprofloxacinkoncentrationen i jord som gödslats med slam enbart minskade från 0,40 
mg/kg torrsubstans till 0,27 mg/kg på 13 månader (Golet, 2002). En avgörande faktor 
som bestämmer var fluorokinolonerna som nått vattenreningsverken tills sist hamnar, 
är alltså vad som sker med slammet (Golet, 2003).  
 
För ciprofloxacin gäller att 45 % av en oral dos utsöndras oförändrad i urin och 25 % i 
faeces (RAF, 2010; Golet, 2003). I en studie på hur olika sorters antibiotika bryts ned, 
kunde man förutom att konstatera den låga bionedbrytningsgraden av ciprofloxacin, 
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också se att nedbrytningsprodukterna uppvisade antibakteriell aktivitet (Halling‐
Sørensen, 2003). 
 
Merparten av forskningen på antibiotikaförekomst i miljö är gjord i 
höginkomstländer. Det finns begränsad kunskap om hur situationen ser ut i 
låginkomstländer (Segura, 2009). Ett problem som uppmärksammats på senare tid är 
de stora volymer av antibiotika som släpps ut från läkemedelsfabriker. Problemet 
råder speciellt i utvecklingsländer där vattenreningen är bristfällig. Ofta är det i dessa 
länder som läkemedelsföretagen låter producera de aktiva substanserna. I Indien har 
man t.ex. i vattendrag i anslutning till fabrikerna uppmätt 
ciprofloxacinkoncentrationer som är högre än terapeutiska plasmakoncentrationer hos 
patienter under behandling. (Larsson, 2007)  
 
Antibiotikaresistens i miljön 
Det är ett faktum att det förekommer resistenta bakterier i vattenmiljön (Schwartz, 
2003; Heuer, 2002; Zhang, 2009). Man har även sett i flera studier att 
resistensförekomsten är större hos bakterier i vattendrag nedströms vattenreningsverk 
än i vattendrag uppströms eller utan närhet till reningsverk (Goni-Urriza, 2000; 
Hamelin, 2007; Watkinson, 2007). En anledning till detta kan vara att bakterierna 
utsatts för resistensselekterande antibiotikakoncentrationer med ursprung i 
avloppsvatten. En annan anledning kan vara att avloppsvattnet bär med sig resistenta 
bakterier från t.ex. sjukhusmiljöer. 
 
Bara uppskattningsvis en procent av de bakterier som finns allmänt i miljön kan odlas 
fram i labb med standardtekniker, vilket medfört att det fortfarande saknas kunskap 
om hur resistensmönstren ser ut i miljön (Heather, 2001). Man har också av tradition 
mest fokuserat på resistens hos humanpatogener, men på senare tid har 
forskningsfältet utvidgats till att omfatta även andra bakterier. Med hjälp av de 
modernare tekniker som detekterar resistensgener i t.ex. vatten- och jordprover har 
man, utan att behöva ta steget via odling, också kunnat få en bättre bild av hur 
antibiotikaresistens uppkommer, upprätthålls och sprids. Man använder termen 
”antibiotic resistome” för att benämna den i miljön förekommande reservoar av gener 
som kan koda  för antibiotikaresistens (Canton, 2009; Wright, 2010). Man har funnit 
att resistensgener är vanliga i miljön och har existerat också före människan började 
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användas sig av antibiotika (Song, 2005; Allen, 2009). Den här resistenspotentialen i 
miljön finns naturligt som svar på bakteriers egen och andra bakteriers och svampars 
antibiotikaproduktion.  
 
Man har dock förstått att antibiotikaresistens uppkommer inte enbart som skydd mot 
antibiotika utan att fenomenet är mera komplext. Ett exempel är effluxpumpar som 
ger antibiotikaresistens men också pumpar ut andra substanser som är toxiska för 
bakterien, t.ex. desinfektionsmedel och tungmetaller (Poole, 2001; Martinez 2009a). 
Andra faktorer kan med andra ord selektera för resistens utan att resistens är det 
primära målet (Andersson, 2006). Antibiotika besitter något av en dubbelnatur i den 
bemärkelsen att det kan verka skadligt på bakterier, men samtidigt i låga 
koncentrationer ha en annan funktion, som att fungera som signalmolekyler i en 
bakteriepopulation och reglera metabolismen hos bakterierna (Martinez, 2009b). 
Dessa effekter hos molekylerna kan också vara en av förklaringarna till att 
antibiotikatillsatser i djurfoder i så låga doser att de inte borde vara effektiva mot 
subkliniska infektioner ändå främjar tillväxten hos djuren, ger mindre subkliniska 
sjukdomar och minskar dödligheten (Aminov, 2009). 
 
Det råder osäkerhet kring huruvida antibiotika i miljön bidrar till att resistens 
uppkommer och upprätthålls. Vissa forskare menar att det saknas tillräcklig eller 
entydig forskning kring en mängd faktorer så som effekterna av subinhibitoriska 
koncentrationer och läkemedlens beteende i miljön för att dra den slutsatsen och att 
det snarare kan handla om redan resistenta bakterier som sprider resistensgenerna 
vidare (Sarmah, 2006; Ohlsen, 2003; Kümmerer, 2004). Antibiotikakoncentrationerna 
i miljön har också ansetts vara för låga för att utöva ett selektionstryck med avseende 
på resistens (Summers, 2002). Andra forskare menar att antibiotika i miljön faktiskt 
verkar bidra till att öka resistensnivåerna (Wright, 2010; Segura, 2009; Hoa, 2011; 
Tello, 2012). 
 
 
Om det förhåller sig så att antibiotika i miljön bidrar till att selektera för resistens hos 
miljöbakterier, kan dessa resistensmekanismer sedan spridas vidare till patogena 
bakterier genom horisontell genöverföring.  
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Antibiotikaresistens hos viltlevande fåglar 
En tjeckisk studie visade att förekomsten av de vanligaste resistenta E. coli -
fenotyperna hos viltlevande måsar korrelerade väl med hur konsumtionsmönstren av 
antibiotika ser ut i Tjeckien, både veterinär- och humanmedicinskt (Dolejska, 2007). 
En annan studie visade hur resistensmönstret hos E. coli hos vilda kanadagäss 
varierade i enlighet med hur utsatta fåglarna var för avfall från lantbruket. Ingen 
resistens sågs hos bakterier isolerade från de fåglar som uppehöll sig i områden där de 
saknade kontakt med utödslingsprodukter från lantbruket, medan de som hade 
direktkontakt med utgödslingsprodukter från svingårdar däremot hade signifikant 
högre resistensprevalens (Cole, 2005). En studie gjord i Frankrike visade höga 
generella nivåer av resistenta E. coli hos måsar och många av stammarna hade 
likadana resistensmönster som man sett i kliniska, humana isolat, vilket indikerar att 
fåglarnas resistensnivåerna hos fåglarnas bakterier beror på att de vistats i områden 
med hög mänsklig aktivitet (Bonnedahl, 2009). I en portugisisk studie var nästan 19 
% av E. coli-isolaten från måsar ciprofloxacinresistenta (Radhouani, 2009).  
 
Fåglar som måsar och änder uppehåller sig gärna kring vattendrag och utsätts där för 
både antibiotika och resistenta bakterier. Fåglarna kan fungera som reservoarer för 
resistenta bakterier som är patogena för människor och djur i människans närhet 
(Simões, 2010). När fåglarna migrerar kan de sedan sprida resistenta patogener så 
som E. coli, Salmonella spp och Campylobacter spp, genom att deras träck förorenar 
åkermark och ytvatten, också långt ifrån den plats där de plockade upp resistensen. 
Man har hittat multiresistenta E. coli hos arktiska fåglar, en indikation på att resistenta 
gener eller bakterier kan spridas över stora områden och förekomma i miljöer även 
utan uppenbart selektionstryck p.g.a. antibiotikaanvändning. (Sjölund, 2008) 
 
Det råder alltså osäkerhet kring hur och om resistens uppkommer och upprätthålls i 
vilda djur p.g.a. antibiotikakoncentrationer i miljön. Den mesta av forskningen på 
subinhibitoriska effekter är gjord in vitro. Det här examensarbetet baseras på ett in 
vivo -försök med syfte att studera om det sker en selektion av resistenta bakterier i 
gräsänder som utsätts för låga antibiotikakoncentrationer i sin vattenmiljö. 
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MATERIAL OCH METOD 
Översikt 
Etikansökan är godkänd av Uppsala Djurförsöksetiska Nämnd, nr C125/12. Försöket 
bestod av sju försöksomgångar med fem änder i vardera och inleddes med att fåglarna 
inokulerades med en blandning av en ciprofloxacinresistent respektive – känslig stam 
av E. coli. Båda stammarna var streptomycinresistenta för att möjliggöra urskiljning 
från övriga tarmbakterier. Änderna utsattes sedan för ciprofloxacin i låga 
koncentrationer i sitt vatten i mellan 10 och 17 dagar. Det enda som i övrigt skiljde 
sig mellan försöksomgångarna var ciprofloxacinkoncentrationen i ändernas vatten 
samt det faktum att en and avlivades i ett tidigt skede och att försöksomgången 
således bara hade fyra änder.  
 
Änderna provtogs kontinuerligt med bestämda tidsintervall och proverna hanterades 
sedan omgående på labb, för att bestämma hur stor del av de streptomycinresistanta 
bakterierna i träcken som var resistenta också mot ciprofloxacin vid 
provtagningstillfället. Då alla änder varit negativa vid ett provtillfälle avslutades 
försöksomgången genom att änderna avlivades farmakologiskt med pentobarbital 
intravenöst i benet. I tre fall avlivades änderna trots att en fågel fortfarande 
utsöndrade streptomycinresistenta bakterier vid sista provtagningen. Som längst 
varade en försöksomgång i 17 dagar. En enkel obduktion gjordes också i samband 
med avlivningen där träck direkt från tunntarm, blindtarm och grovtarm provtogs och 
hanterades på samma sätt som de ordinära proverna. Detta för att undersöka om 
streptomycinresistenta bakterier kunde vara kvar i någon del av tarmen trots att 
proverna var negativa. 
 
Änderna 
Änderna var uppfödda i utomhushägn och var under hela försöket inhysta i Djurhuset 
på SVA. Samtliga fåglar var av hankön och mellan tre och sex månader gamla. Under 
själva försöket bodde fem stycken änder i ett försöksrum på ungefär 10 m2, med 
tillgång till en 1 m2 stor balja som var rummets enda vattenkälla. De hade fri tillgång 
till pellets och havre och fick spån och hö som underlag. I väntan på att tas in i 
försöket bodde de under likadana förhållanden, men med högre djurtäthet och större 
vattenvolymer. Innan änderna togs in i försöket vägdes de, liksom innan avlivning vid 
försöksomgångens slut. 
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Ciprofloxacinadministreringen 
Ändernas enda vattenkälla i försöksrummet rymde 170 liter. Vattnet i den byttes ut 
varje dag och ciprofloxacin tillsattes. Innan varje byte togs vattenprover för att senare 
kunna analyseras med avseende på faktisk ciprofloxacinkoncentration.  
 
De lägre doserna (till försöksomgångarna med koncentrationerna 10 – 100 ng/ml) 
framställdes genom att en lösning innehållande 0,1 M saltsyra i autoklaverat och 
destillerat vatten med ciprofloxacinkoncentrationen 10 mg/ml först bereddes och 
sterilfiltrerades. Önskad volym av denna lösning pipetterades därefter ned i ett 50 ml 
falconrör med ungefär 50 ml autoklaverat och destillerat vatten. De högre doserna (till 
försöksomgångarna med koncentrationerna 1 och 10 μg/ml) bereddes genom att (170 
mg respektive 1,7 g) ciprofloxacin löstes upp i ett falconrör innehållande ca 50 ml 
destillerat och autoklaverat vatten med 0,1 M saltsyra. Rören förvarades i kylskåp tills 
de togs fram, ett för varje dag,  och först blandades ut i ca fem liter vatten för att 
sedan blandas ut i baljan. 
 
Inokulat och inokulering 
Som ursprungsstam användes en stam av E. coli som isolerats från en viltlevande mås 
i Spanien (Linus Sandegren, Inst. för medicinsk biokemi och mikrobiologi, Uppsala 
Univ., pers. medd.). Stammen är i grunden ESBL-producerande och resistent mot 
ampicillin och cefotaxim. Med utgångspunkt i den här stammen togs sedan två 
isogena stammar fram, som i tillägg bar resistens mot streptomycin och den ena 
dessutom mot ciprofloxacin. Det här skedde genom att flera kulturer av den 
ursprungliga stammen odlades upp och spreds på plattor med 500 μg/ml streptomycin 
för att erhålla streptomycinresistenta mutanter. De enstaka kolonier som växte på dem 
renströks ytterligare en gång på streptomycinplattor. Den streptomycinmutant med 
bäst tillväxthastighet (testat med Bioscreen) valdes sedan ut. Med utgångspunkt i 
denna togs sedan den ciprofloxacinresistenta mutanten fram på samma sätt, genom att 
flera kulturer av streptomycinmutanten spreds på ciprofloxacinplattor.  
 
MIC-värdet bestämdes med hjälp av Etest (AB bioMerieux, Solna, Sverige) för 
ciprofloxacin till 0,094-0,125 μg/ml hos den ciprofloxacinresistenta stammen och 
0,016-0,023 μg/ml hos den känsliga. Fitnessen (d.v.s. tillväxthastigheten) hos den 
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ciprofloxacinkänsliga stammen i förhållande till vildtypen var 82 % och för den 
resistenta 79 %.  
 
Stammarnas nytillkomna resistensmutationer identifierades med hjälp av 
sekvensering. Streptomycinresistensen medierades av en mutation i rpsL (K43L) och 
ciprofloxacinresistensen av en mutation i gyrA (D87Y). Bägge mutationerna är 
vanligt förekommande. (Rotem, 2012; Hopkins, 2005) 
 
Stammarna förvarades i frysmedium i frys i -80°C. Inför inokulering av änderna 
odlades de två stammarna upp på Luria agar (LA-) plattor innehållande cefotaxim (3 
μg/ml). Stammarna ympades sedan ned i Luria broth (LB-) medium innehållande 
cefotaxim (5 μg/ml) och inkuberades över natten under skakning i 37°C. 
Övernattskulturerna koncentrerades därefter genom att centrifugeras ned till en pellet 
som sedan löstes upp i 2,5 ml LB-medium varefter lösningen späddes till 3,5 ml med 
ytterligare LB-medium. Därefter blandades de två kulturerna (3,5 ml+3,5ml) ihop så 
att det slutliga inokulatet bestod av ungefär hälften av vardera den 
ciprofloxacinkänsliga och –resistenta stammen För att undersöka mängden och 
andelen ciprofloxacinresistenta bakterier i det slutliga inokulatet, gjordes inför varje 
inokulering en s.k. viable count, där de två olika inokulaten späddes i en serie i 
fysiologisk koksaltlösning, spreds på LA-plattor utan antibiotika och inkuberades 
över natten, varefter kolonierna räknades. Inokulering gjordes med hjälp av en 
knappkanyl ned i matstrupen på änderna och varje and fick 1ml inokulat.  
 
Provtagning 
Den första provtagningen gjordes dag 0, d.v.s. strax innan inokuleringen, för att 
utesluta eventuell streptomycinresistens hos ändernas egna koliforma bakterier. Sedan 
upprepades provtagningarna dag 1, 3, 7, 10, 14 och 17, som längst. 
Försöksomgångarna avslutades senast dag 17 p.g.a. tidsplaneringen för studien. 
Provtagningen dag ett skedde 22-24 timmar efter inokuleringen. De övriga 
provtagningarna utfördes på avsedda dagar med mindre än tre timmars avvikelse från 
varandra. Vid provtagningstillfällena infångades och placerades varje and i en 
pappkartong och fick sitta där i ungefär tio minuter. Med hjälp av en steril tops togs 
prov från kartongen och placerades i ett 2 ml-rör med 0,5 ml medium bestående av 
PBS (phosphate buffered saline) med 10 % DMSO (dimetylsulfoxid). Vid två 
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tillfällen, då anden inte defekerade i kartongen, togs provet genom att föra in topsen 
1-2 cm i andens kloak. Provet bestod med andra ord av träcken från topsen löst i 0,5 
ml medium. 
 
Vid ändernas ankomst till SVA provtogs de på ordinarie sätt för att undersöka 
förekomst av streptomycin- eller ciprofloxacinresistenta koliforma bakterier. Proverna 
spreds på EMBL-plattor (Eosin Methylene Blue Lactose agar )med 500 μg/ml 
streptomycin och EMBL-plattor med 0,04 μg/ml ciprofloxacin. Inför varje 
försöksomgång, strax innan inokuleringen, provtogs änderna ytterligare en gång för 
att säkerställa att de inte redan bar på några koliforma bakterier med 
streptomycinresistens. Proverna spreds på EMBL-plattor med 500 μg/ml 
streptomycin. 
 
Vid proverna som togs i samband med obduktionerna var material och 
tillvägagångssätt desamma som vid ordinarie provtagningar, men proverna togs från 
mitt på tunntarmen, blindtarmen (den ena skänkeln) och grovtarmen. Det samlades 
också större mängder träck från redan nämnda tarmavsnitt och också duodenum och 
ileum, för att senare kunna analyseras med avseende på ciprofloxacinkoncentration i 
tarminnehållet. I försöksomgångarna med 0 och 10 ng/ml obducerades enbart två 
änder i varje, i övriga obducerades samtliga.  
 
Odlingsförfarande och analys av proverna 
På labbet pipetterades 0,5 ml av proverna (träck löst i 0,5 ml medium) och spreds med 
hjälp av glaskulor på EMBL–plattor med 500 μg/ml streptomycin. Plattorna 
inkuberades över natten och följande dag räknades kolonierna och flyttades sedan 
över med sterila tandpetare till ytterligare en EMBL-platta med 500 μg/ml 
streptomycin och en EMBL-platta med 0,06 μg/ml ciprofloxacin. Om den 
ursprungliga plattan hade färre än 48 st colony forming units (CFU) flyttades 
samtliga, om den hade fler flyttades 48 stycken. Kolonierna plockades ut 
randomiserat. På varje platta placerades också en kontroll av vardera den 
ciprofloxacinresistenta respektive –känsliga streptomycinresistenta stammen.  
 
Följande dag lästes plattorna av och andelen (fraktionen) streptomycinresistenta 
koliformer som också var ciprofloxacinresistenta bestämdes. Vid enstaka tillfällen 
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förekom så riklig växt på plattorna att enskilda kolonier inte kunde plockas upp och 
flyttas. Då slammades en liten del av den matta som bildats på plattan upp i 
fysiologisk koksaltlösning och späddes i en serie, varefter utvalda spädningar spreds 
på streptomycinplattor. Från dessa kunde sedan kolonier plockas och flyttas på vanligt 
sätt.  
 
RESULTAT 
Viable count 
Resultaten från den viable count som gjordes inför varje försöksomgång redovisas i 
tabell 1 och 2. Fraktionen, alltså andelen ciprofloxacinresistenta bakterier i det slutliga 
inokulatet, är uträknat som antalet ciprofloxacinresistenta CFU / (antalet 
ciprofloxacinresistenta + ciprofloxacinkänsliga CFU).  
 
För försöksomgången med ciprofloxacinkoncentrationen 100 ng/ml saknas tyvärr data 
p.g.a. ett tekniskt missöde. Resultaten från de övriga koncentrationerna är dock 
samstämmiga och 100 ng/ml-försöket utfördes under precis samma omständigheter. 
Därför antas även värdena där vara i samma storleksordning.  
 
Tabell 1. Andelen (fraktionen) ciprofloxacinresistenta bakterier i inokulatet i de olika 
försöksomgångarna  
Försöksomgångens 
ciprofloxacinkoncentration, ng/ml Fraktion 
  
0  0,46 
10  0,46 
20  0,48 
32  0,51 
100 Data saknas 
103 0,46 
104 0,49 
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Tabell 2. Antalet colony forming units (CFU) per milliliter i inokulatet i de olika 
försöksomgångarna 
 
Försöksomgångens 
ciprofloxacinkoncentration, ng/ml Antalet CFU/ml i inokulatet 
  
0  2 x 1010 
10 2 x 1010 
20 5,7 x 1010 
32 5 x 1010 
100 Data saknas 
103 6,3 x 1010 
104 7,4 x 1010 
  
 
Provtagning före försöksstart 
Inte vid något tillfälle kunde streptomycinresistenta koliforma bakterier i ändernas 
egen tarmflora påvisas i proverna. Vid den inledande provtagningen vid ändernas 
ankomst bar 14 av 30 provtagna änder på ciprofloxacinresistenta koliforma bakterier. 
   
Provtagning under försöksomgångarna 
Antal streptomycinresistenta colony forming units i proverna 
Antalet CFU i proverna är beräknat som ett medelvärde av antalet CFU/ml i proverna 
från de fem änder som ingick i respektive grupp och redovisas i figur 1. Fyra prover, 
tre prover från försöksomgången utan ciprofloxacin och ett prov från den med 32 
ng/ml), hade vid dag 1 så stor mängd streptomycinresistenta bakterier att kolonierna 
bildade som en matta på streptomycinplattorna. Då det inte gick att avgöra exakt hur 
många kolonier som fanns på plattan, uppskattades antalet till 25 x 103 CFU/ml. 
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Figur 1. Antalet streptomycinresistenta colony forming units (CFU) per milliliter i proverna, 
medeltal. n=5 i samtliga försök förutom 32 ng/ml där n=4. Under stapeldiagrammet ses en 
tabell med de exakta värdena. Två av värdena dag ett är så höga att de trunkerats i 
stapeldiagrammet. 
 
En and i försöksomgången med 32 ng/ml avlivades efter några dagar eftersom 
rangordningen gjorde att den inte fick tillgång till vattenbaljan. Resultaten från denna 
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and är inte medräknade och resultaten här bygger alltså på fyra änder. Omgångarna 
med koncentrationerna 20 och 32 ng/ml avbröts innan samtliga änder var negativa 
p.g.a. tidsbrist. I försöksomgången med 100 ng/ml fanns det också positiva fåglar vid 
sista provtagningstillfället. Vid 20 ng/ml hade en and 8 CFU/ml i sista provet, vid 32 
ng/ml 2 CFU/ml och i den med 100 ng/ml hade en and 146 och en annan 2 CFU/ml.  
 
Vanligtvis fortsatte en and som inte utsöndrade streptomycinresistenta bakterier i 
träcken vid ett provtagningstillfälle att vara negativ vid efterföljande provtagningar. 
Det finns dock ett fåtal undantag; tre i försöksomgången med 20 ng/ml, ett i 32 ng/ml, 
ett i 100 ng/ml och ett i 1 μg/ml.  
 
Fraktion 
I figur 2 anges hur stor andel av de streptomycinresistenta koliforma CFU i proverna 
som också är ciprofloxacinresistenta, d.v.s. fraktionen ciprofloxacin- och 
streptomycinresistenta CFU av det totala antalet streptomycinresistenta CFU. 
  
Figur 2. Andelen (fraktionen) ciprofloxacin- och streptomycinresistenta CFU av det totala 
antalet streptomycinresistenta CFU vid de olika provtagningstillfällena i de olika 
försöksomgångarna. Fraktionen är uträknad som ett medeltal av fraktionerna i varje enskilt 
prov hos de änder som ingick i respektive försöksomgång. Värdet vid dag 0 är fraktionen för 
inokulatet.  
För att synliggöra variationen mellan änderna i en omgång, redovisas i figur 3 a-g 
fraktionerna omgångsvis, för varje enskild and. 
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Streptomycinresistenta bakterier i tarminnehållet vid obduktionen 
Proverna från obduktionen var negativa med undantag för sex änder som redovisas i 
tabell 3.  
 
Tabell 3. Resultaten från obduktionerna i slutet av varje försöksomgång 
Försöksomgångens 
ciprofloxacin-
koncentration, 
ng/ml 
 
Tarmavsnitt 
Antalet 
streptomycin-
resistenta  
CFU/ml  
Fraktion 
Antalet 
streptomycin-
resistenta 
CFU/ml i 
sista provet 
0 
Grovtarm 
Blindtarm 
128 
62 
0,5 
0,58 
0 
20 Tunntarm 2 1 8 
20 Grovtarm 62 0,71 0 
100 Blindtarm 4 1 2 
104 Blindtarm 2 1 0 
 
Endast ett fåtal av proverna tagna vid obduktionen innehöll alltså 
streptomycinresistenta koliformer. En av de fem änderna som var positiva på 
proverna från obduktionen och negativa på det ordinarie provet precis innan, hade 
varit negativ vid de två senaste provtagningarna och en annan and vid de tre senaste.  
 
 
 
 
 
Figur 3a-g. Fraktionen i de 
enskilda proverna från varje and i 
en försöksomgång. Okontinuerliga 
linjer indikerar att det saknades 
streptomycinresistenta kolonier i 
provet från ett 
provtagningstillfälle.  
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Ändernas vikter 
Resultaten från vägningen av änderna vid försöksförsöksomgångens start och slut 
redovisas i tabell 4. Viktförändringarna hos änderna från försöksomgångarnas start till 
slut varierade mellan 5,6 % viktökning till 5,5 % viktminskning. Fåglarna i 
försöksomgången med mest ciprofloxacin var den enda omgång där alla gick upp i 
vikt. Från 0 och 10 ng/ml-omgångarna saknas data.  
 
DISKUSSION 
I studien tycktes det börja ske en selektion av ciprofloxacin- och 
streptomycinresistenta E. coli i änderna vid ciprofloxacinkoncentrationen 20 ng/ml i 
vattenmiljön, medan en koncentration av 10 ng/ml inte resulterade i en sådan 
selektion. Brytpunkten för när selektionen börjar ske förefaller således ligga 
någonstans mellan 10 och 20 ng/ml. 
 
Förutom att inverka på den ciprofloxacinkänsliga andelen av streptomycinresistenta 
E. coli i träcken, spelade ciprofloxacinkoncentrationen i vattnet också roll för 
kolonisationslängden i änderna. Änderna i försöksomgången utan antibiotika i vattnet 
bar streptomycinresistenta E. coli i tarmen längst tid och i försöksomgången med 
högst koncentration försvann de snabbast.  Det enda undantaget är en and i 
försöksomgången med 100 ng/ml som fortfarande utsöndrade streptomycinresistenta 
E. coli i träcken vid sista provtagningen.  
 
Antal streptomycinresistenta bakterier 
Antalet streptomycinresistenta E. coli i proverna relaterat till 
antibiotikakoncentrationen i vattnet uppvisar inte något entydigt mönster. Till 
exempel inokulerades änderna i försöksomgångarna utan ciprofloxacin och med 10 
ng/ml i vattnet med samma inokulat, eftersom dessa två omgångar löpte parallellt (de 
övriga inokulaten bereddes enskilt inför varje omgång). Likväl så urskiljde änderna i 
den senare försöksomgången betydligt mer streptomycinresistenta bakterier i träcken 
vid dag 3 än änderna i den första, trots att motsatsen skulle vara att förvänta. 
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Antalet streptomycinresistenta E.coli i proverna fluktuerade hos flera individer 
mycket mellan provtagningarna (figur 3 1-g). Exempelvis hade en and i 
försöksomgången med 1 μg/ml ciprofloxacin 3200 CFU/ml i träcken dag 1 och sedan 
2, 960 och slutligen 0 CFU/ml vid de följande tre provtagningarna. Variationen kan 
bero på vilken del av tarmen som töms vid provtagningstillfället. En tidigare studie 
utförd på slaktkycklingar har visat att antalet E. coli i blindtarmarna är högre än i 
övriga tarmavsnitt (Seidavi, 2010). En annan orsak till variationen kan vara att 
träckmängden i proverna inte varit exakt lika. Själva metoden med provtagning med 
tops tillför också en viss osäkerhet till studien, då mängden träck som resultaten 
grundar sig på är liten och innehållet i proven inte kan anses vara representativa för 
eller reflektera bakterieförhållanden i träcken i stort. 
 
Kolonisationslängd 
I studien tenderade stigande antibiotikakoncentrationer att ge en allt kortare 
kolonisationslängd i änderna. I försöksomgången utan antibiotika i vattnet hade de 
gjort sig av med de streptomycinresistenta E. coli först vid dag 17 och i 
försöksomgången med den högsta koncentrationen (10 μg/ml) redan vid dag 3. En 
individ i försöksomgången med 100 ng/ml avviker genom att den fortsatte utsöndra 
streptomycin- och ciprofloxacinresistenta E. coli fortfarande dag 17 då experimentet 
avslutades.  Försöksomgångarna med 20 och 32 ng/ml avslutades innan samtliga 
änder var negativa. Dock återstod bara enstaka kolonier vid sista provtagningen i 
dessa försöksomgångar och det är troligt att de skulle ha varit helt negativa dag 14. 
 
Den and i försöksomgången med 100 ng/ml som utsöndrade streptomycin- och 
ciprofloxacinresistenta E. coli under hela försöket trots att alla andra änder varit 
negativa sedan dag 10 är ett bra exempel på vad som kan ske i en in vivo-situation där 
individfaktorer spelar roll för ett förlopp. Anledningen till avvikelser i såväl 
kolonisationslängd, antal bakterier som fraktion kan vara skillnader i immunstatus, 
övrig tarmflora, tarmpassagehastighet och/eller allmänt hälsotillstånd. Andens tillgång 
till vattnet kan också ha betydelse för vilken antibiotikakoncentration bakterierna i 
tarmen utsätts för. Detta kan i sin tur bero på beteendefaktorer hos änderna som t.ex. 
rangordning i gruppen. Ändernas beteenden och rangordning är inte studerade. 
Noggranna observationer och kartläggningar av rangordning och uppehållstid i 
vattenbaljan skulle kunna ge intressant information. En annan tänkbar förklaring till 
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det förlängda bärarskapet är att det uppstått ytterligare mutationer som givit ökad 
resistens. Det är inte vidare undersökt hos den aktuella anden. I provet från en annan 
and i försöket med 32 ng/ml som utsöndrade ciprofloxacin- och 
streptomycinresistenta E. coli när de övriga i försöksomgången hade upphört att göra 
det, påvisades dock ingen förändring i MIC-värdet vilket talar emot att ytterligare 
mutationer uppstått.  
 
Då änderna i försöket levde med en mer begränsad vattentillgång än situationen in 
vivo är det möjligt att fekal-oral spridning kan ha skett i större utsträckning än i det 
vilda. I en gräsandsstudie med liknande upplägg sågs att ESBL-producerande E. coli 
kunde spridas mellan änder i en grupp om 15 (Josef Järhult, Inst. för medicinska 
vetenskaper, Uppsala Akademiska Sjukhus, pers. medd.). 
I denna studie förekom inget antibiotikatryck och de ESBL-producerande E. coli-
stammar som användes var inte resistens-modifierade som i detta examensarbete. 
Potentiellt skulle en återcirkulation kunna leda till en överskattning av antalet 
streptomycinresistenta E. coli. I flera av försöksomgångarna är också 
koncentrationerna i vattnet tillräckligt höga för att inhibera tillväxten hos bakterierna; 
om denna faktor har betydelse skulle den eventuellt kunna bidra till att förklara den 
kortare kolonisationslängden i försöken med högre antibiotikakoncentrationer.  
 
Fraktion 
I studien sker en selektion av ciprofloxacinresistens hos streptomycinesistenta E. coli 
vid låga ciprofloxacinkoncentrationer i vattnet med en brytpunkt mellan 10 och 20 
ng/ml.  
 
I fitnessförsöken innan försöket inleddes tappade den resistenta stammen 3 % för 
varje generation gentemot den känsliga när de jämfördes med vildtypens 
tillväxthastighet. Försöksomgången utan ciprofloxacin visar att 
ciprofloxacinresistensen faktiskt innebär en kostnad för bakterierna också in vivo, 
eftersom de bakterier som bär den börjar försvinna redan dag 1.  
 
Resistensmutationerna hos experimentbakterierna har inte uppkommit under naturligt 
urval utan in vitro under kort tid och hårt selektionstryck. Man har sett att fitnessen 
för ciprofloxacinresistenta gonokocker där resistensen medieras på gyrA till och med 
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kan vara högre än för vildtypen. Studien visar också att kostnaden för 
ciprofloxacinresistensen kan kompenseras för in vivo och helt elimineras (Kunz, 
2012). Om ciprofloxacin-resistensmutationen hade uppkommit i det vilda under 
naturligt urval, är det alltså möjligt att den inte skulle ha medfört någon kostnad 
överhuvudtaget. Det innebär att det i en naturlig miljö skulle kunna ske en selektion 
av resistenta bakterier vid ännu lägre antibiotikakoncentrationer än vad som iakttagits 
i det här försöket.  
 
I studien sammanföll den minsta selektiva vattenkoncentrationen med MIC-värdet för 
den ciprofloxacinkänsliga mutanten. Det här stämmer väl överens med MSW-
hypotesen. Det är dock okänt vilken den faktiska antibiotikakoncentrationen som 
bakterierna utsattes för i tarmen var, vilket gör det svårt att relatera MIC-värdet för 
stammarna till koncentrationen i vattnet. Ciprofloxacinets höga biotillgänglighet och 
utsöndringsgraden i faeces i kombination med att det skedde en utspädning av 
tarminnehållet av fodret, talar för att bakterierna utsattes för lägre 
ciprofloxacinkoncentrationer än de i vattnet. Avsikten är att analysera 
obduktionsproverna med avseende på ciprofloxacinkoncentrationen i olika delar av 
tarmen. 
 
I slutet av försöksomgångarna återfinns i regel mycket få streptomycinresistenta E. 
coli i proverna. Det här har inverkan på de redovisade fraktionsresultaten där 
fraktionen för en enskild and potentiellt kunde ändrats från 0 till 1 beroende på om 
den enda streptomycinresistenta E. coli-kolonin i provet var ciprofloxacinkänslig eller 
–resistent. När samtliga fraktionsberäkningar gjordes på ett alternativt  sätt genom att 
addera samtliga ciprofloxacinresistenta CFU vid ett provtagningstillfälle och dividera 
detta med det sammanlagda antalet streptomycinresistenta E. coli i proverna, blev  
resultaten förhållandevis lika som de som redovisas i figur 2. Skillnaderna var att 
försöksomgången med 32 ng/ml då bättre faller in i mönstret med stigande fraktioner 
vid stigande koncentrationer och att fraktionen i försöksomgången med 20 ng/ml först 
sjunker från dag 1 till dag 3 och sedan stiger till 1.  
 
Hur de ciprofloxacinresistenta koliformerna som redan fanns hos flera av änderna 
innan försökets start påverkar studien är inte närmare undersökt. Det förefaller dock 
osannolikt att spridning av ciprofloxacinresistens från dessa till experimentbakterierna 
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skulle förekomma då den plasmidmedierade fluorokinolon-resistensgenen qnrA är 
ovanlig i Enterobacteriaceae (Robicsek, 2006).  
 
Studien i ett större perspektiv 
Syftet med studien var att undersöka om det sker en selektion av resistenta bakterier 
vid låga antibiotikakoncentrationer i en in vivo-modell. Den lägsta selektiva 
vattenkoncentrationen av ciprofloxacin i det här försöksupplägget låg någonstans 
mellan 10 och 20 ng/ml.  
 
Den lägsta ciprofloxacinkoncentrationen där det skedde en selektion i studien är högre 
än de man som regel uppmätt i vattendrag. I flera studier på olika håll i världen har 
man uppmätt ytvattenkoncentrationer under 1 ng/ml eller inte kunnat detektera 
ciprofloxacin (Xiao, 2008; Christian, 2003; Barnes, 2008; Brown, 2006; Focazio, 
2008, Pena, 2007; Kolpin, 2002). Vid provtagningen av vatten från 18 floder i Kina 
uppmättes 5,93 ng/ml ciprofloxacin, som högst (Wei, 2012). Den uppskattade 
koncentrationen av ciprofloxacin i tyska ytvatten, baserat på information om 
konsumtion, vattenrening och nedbrytning, är 0,05 ng/ml, vilket också gäller för 
motsvarande uppskattning för europeiska ytvatten (Kümmerer, 2003; Halling- 
Sørensen, 2000). Betydligt högre koncentrationer på 2,5-6,5 μg/ml uppmättes i en sjö 
i anslutning till, men utan direkt tillflöde av avloppsvatten från, en läkemedelsfabrik i 
Indien (Fick, 2009). De flesta studier är utförda i I-länder men problemen med 
antibiotika i miljön förväntas vara högre i U-länder.  
 
Ciprofloxacinkoncentrationerna i avloppsvatten innan rening är högre. I 
avloppsvattnet direkt från ett schweiziskt, ett brasilianskt och flera tyska sjukhus var 
ciprofloxacinkoncentrationerna upp till 87, 99 och 124 ng/ml (Hartmann, 1998; 
Martins 2008; Hartmann, 1999).  I en reviewartikel som sammanställt resultaten i 52 
artiklar var mediankoncentrationen av fluorokinoloner i avloppsvatten 205 ng/ml och 
medelkoncentrationen 152 μg/ml (Segura, 2009). Innan vattnet renats, har bakterierna 
i avloppsvattnet hunnit utsättas för de högre koncentrationerna en tid och en eventuell 
resistensselektion kan ha skett. En del av dessa resistenta bakterier kan sedan undgå 
processerna i vattenreningsverket och släppas ut i vattendrag och där sprida sina 
resistensgener vidare. I en vietnamesisk studie fanns det fortfarande kvar fler än 1000 
E. coli-kolonier per 100 ml renat vatten, som släpptes ut i det mottagande 
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vattendraget, trots att den biologiska reningen i verket hade minskat mängden 
bakterier hundrafalt (Duong, 2008). 
 
Efter rening är koncentrationerna i vattnet lägre.  Ciprofloxacinkoncentrationerna i 
renat avloppsvatten var i en schweizisk och en kanadensisk studie ungefär 0,12 ng/ml 
(Morasch, 2010; Miao, 2004). I det renade vattnet från ett indiskt vattenreningsverk 
som renar vatten från flera läkemedelsfabriker, uppmättes dock så höga 
koncentrationer av ciprofloxacin som 31 μg/ml (Larsson, 2007). I det vatten som 
släpptes ut i vattendrag från ett sjukhus i Hanoi uppmättes 
ciprofloxacinkoncentrationen till 10,9 ng/ml som högst (Duong, 2008). 
 
I västvärlden är de flesta uppmätta koncentrationerna av ciprofloxacin i vattendrag 
alltså lägre än de vattenkoncentrationer i studien där selektion av ciprofloxacin- och 
streptomycinresistenta E. coli började ske. Det här talar emot att 
vattenkoncentrationerna skulle ha betydelse för selektion av resistenta bakterier i 
denna del av världen.   
 
Trots att man uppmätt så låga ciprofloxacinkoncentrationer i vattendrag kan betydligt 
mer ciprofloxacin finnas i miljön bundet till partiklar och slam. Så mycket som 90 % 
av läkemedlet i avloppsvatten binder till slammet i vattenreningsverk (Giger, 2003; 
Lahti 2011). Koncentrationen i slammet, som också nådde miljön, var från ett 
reningsverk på Gran Canaria 200 ng/g (Montesdeoca‐ Esponda, 2012). Motsvarande 
siffra för ett schweiziskt reningsverk var 2,4 μg/g torrvikt (Giger, 2003). Om slammet 
sedan används som gödselmedel eller av annan anledning hamnar i miljön, tillförs 
stora mängder ciprofloxacin till miljön.  
 
Man har också sett att ciprofloxacin absorberas i sediment och binder till jord 
(Nowara, 1997). Bottensediment från vatten i anslutning till ett vattenreningsverk på 
Gran Canaria hade ciprofloxacinkoncentrationer på 34,3 ng/g (Montesdeoca‐
Esponda, 2012). I sediment från tre kinesiska floder hittade man 
ciprofloxacinkoncentrationer på 653 ng/g som högst (Zhou, 2011). I 17 % av 
jordproverna från 20 österrikiska fält som gödslats med slam 4-8 veckor innan, fann 
man enro- och ciprofloxacin, som högst 0,37 μg/g (Martínez-Carballo, 2007). I 
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brasilianska jordprover hittades inte ciprofloxacin, men däremot enrofloxacin i 
medelkoncentrationen 22,93 μg/g (Pereira Leal, 2012). 
 
Gräsänder och andra vilda vattenfåglar betar gärna i anslutning till vattendrag och 
söker föda i bottensedimenten. Ciprofloxacin tas dessutom upp av växter och 
ackumuleras i dessa under en växtsäsong (Lillenberg, 2010). Det innebär att fåglarna 
sannolikt utsätts för betydligt högre koncentrationer av ciprofloxacin än vad 
koncentrationerna i vattendragen indikerar. Detta antagande i kombination med att 
resistenta bakterier förväntas selekteras för vid lägre koncentrationer än i studien i 
situationer med naturligt uppkomna resistensmutationer, talar för att antibiotika i 
miljön faktiskt skulle kunna selektera för resistens. Det saknas dessutom tillräcklig 
kunskap om antibiotikakoncentrationer i miljön i områden där koncentrationerna kan 
antas vara som högst. Det är däremot ett faktum att antibiotikakoncentrationerna i 
miljön stiger. En nederländsk studie där jordprover ända från 1940 och framåt 
analyserats, visar att nivåerna av alla olika antibiotikaklasser som testades har stigit 
signifikant (Knapp, 2010).  
 
I takt med att kunskapen om hur antibiotikaresistens uppkommer, upprätthålls och 
sprids ökar, ökar vikten av att minska eller i alla fall begränsa ytterligare ökning av 
förekomsten. Ett samlat, kraftfullt grepp kring problematiken är mycket viktigt men 
har tyvärr inte åstadkommits än. I USA och många andra länder är antibiotika som 
fodertillsats i livsmedelsproduktionen fortfarande tillåtet. I flera länder säljs 
antibiotika direkt över disk, utan krav på recept från läkare. Det finns heller inte några 
bestämmelser som reglerar hur mycket antibiotika som får släppas ut i miljön 
(Kemper, 2008), vilket är mycket problematiskt speciellt med tanke på länder som 
Indien, där det produceras mycket antibiotika, men där vattenreningen inte är 
tillräckligt bra. Ytterligare en aspekt av detta problem är att många länder, inklusive 
Sverige, i sin iver att minska sjukvårdskostnaderna köper billiga generiska läkemedel 
från Indien och därigenom bidrar till resistensutvecklingen. 
 
Jordbruksverket har nyligen reviderat föreskrifterna om läkemedel och 
läkemedelsanvändning som försvårar, men inte förbjuder, användandet av vissa 
sistahandspreparat som karbapenemer inom veterinärmedicinen. Grundregeln för 
kinoloner är att veterinär endast får inleda behandling med antibiotika innehållande 
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kinoloner när mikrobiologisk undersökning och resistensbestämning visar att 
verksamt alternativ saknas. 
 (Statens jordbruksverks författningssamling, SJVFS 2012:32, 2012) Det här, liksom 
kampanjer på sjukhus och bland allmänheten om minskad antibiotikaanvändning, är 
steg i rätt riktning. Problemen går inte att lösa inom en disciplin, utan att ett brett och 
välutvecklat samarbete mellan läkare, mikrobiologer, ekologer, veterinärer, politiker 
med flera är absolut nödvändigt.  
 
TACK 
Ett stort tack till Josef Järhult, Ulrika Lustig, Susanna Bloemberg och Anna Gillman! 
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